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新疆天山花楸黄酮类物质对酪氨酸酶的抑制机制
付建红1，祁 瑞2，郑 静2，周晨婕2，陈清西2
( 1． 新疆师范大学 生命科学学院，新疆特殊环境物种保护与调控生物学实验室，新疆 乌鲁木齐 830054;
2． 厦门大学 生命科学学院，福建 厦门 361005)
摘 要: 以新疆天山花楸的茎为材料，采用超声波辅助法提取得到天山花楸黄酮类物质。以 L-多巴为底物，运用酶
动力学方法研究黄酮类物质对酪氨酸酶的抑制作用。结果表明: 天山花楸黄酮类物质对酪氨酸酶有较强的抑制作
用，导致酪氨酸酶二酚酶活力下降 50% 所需的提取物浓度( IC50 ) 值为 0. 27 mg /mL。对酪氨酸酶的抑制显示可逆的
效应，抑制类型为混合型，对游离酶的抑制常数( KI ) 和酶-底物配位化合物的抑制常数( KIS ) 分别为 0. 218 和 0. 313
mg /mL。1，1-二苯基-2-三硝基苯肼自由基( DPPH·) 实验显示天山花楸黄酮类物质具有一定的抗氧化作用，引起
DPPH·活性下降50% 的黄酮类物质浓度( IC50 ) 为 0. 18 mg /mL。本研究为进一步开发利用天山花楸中的果蔬保鲜
及美白成分提供了理论依据。
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Inhibition of mushroom tyrosinase by flavonoid from
Sorbus tianschanica Ｒuper in Xinjiang
FU Jianhong1，QI Ｒui2，ZHENG Jing2，ZHOU Chenjie2，CHEN Qingxi2
( 1． Xinjiang Key Laboratory of Special Species Conservation and Ｒegulatory Biology，College of Life Science，
Xinjiang Normal University，Urumqi 830054，China; 2． School of Life Sciences，Xiamen University，Xiamen 361005，China)
Abstract: Flavonoid was extracted from powder of Sorbus tianschanica Ｒuper stems under assistance of
ultrasonic wave． Adopting enzymatic kinetic method，inhibitory action of flavonoid extract on the
tyrosinase activity was studied using L-DOPA as substrate． Ｒesults showed that flavonoid extract from
Sorbus tianschanica Ｒuper inhibited tyrosinase． Its IC50 was estimated as 0. 27 mg /mL． The inhibition
mechanism was studied and it was found that the reaction was reversible and type of the inhibition
belonged to the mixed-type． The inhibition equilibrium constants for inhibitor binding with free enzyme KI
and with enzyme-substrate complex KIS were determined as 0. 218 and 0. 313 mg /mL，respectively． The
DPPH ( 1，1-diphenyl-2-picrylhydrazyl ) radical test results showed that flavonoid extract from Sorbus
tianschanica Ｒuper had the antioxidant activity to a certain extent and the inhibitor concentration leading
to 50% DPPH· free radical activity loss ( IC50 ) was determined to be 0. 18 mg /mL． The above study
provides a basis for further development of the fruits and vegetables preservatives and whitening ingredient
in the Sorbus tianschanica Ｒuper．
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酪氨酸酶( EC 1. 14. 18. 1，tyrosinase) 是一种结
构复杂的多亚基的含铜氧化还原酶［1］，广泛存在于
微生物和动植物中。它能够催化单酚羟化成二酚
























天山花楸( Sorbus tianshanica Ｒuprer) 为蔷薇科花楸
属的多年生小乔木或灌木，主产新疆。天山花楸是
传统的民族药用植物，主治肺结核、哮喘、咳嗽、胃














菇酪氨酸酶 ( 比 活 力 为 6 680 U /mg ) 、L-多 巴 ( L-
DOPA) 、二甲亚砜( DMSO) 均购自 Sigma 公司; 其他
试剂均为国产分析纯; 使用的蒸馏水为去离子重蒸












天山花楸枝粉末 6 g，加入 300 mL 体积分数为 60%
的乙醇溶液搅拌均匀，置于超声波清洗器中进行超
声波处理，超声波功率为 200 W，超声温度为 30 ℃，
超声时间为 120 min; 真空抽滤提取物，滤液用旋转
蒸发仪蒸发浓缩，冷冻干燥后得到天山花楸黄酮提
取物。将提取物用含体积分数为 5% DMSO 的磷酸
盐缓冲液溶解，制成 15 mg /mL 的提取物溶液，再分
别吸取 0、25、50、75 和 100 μL 提取物溶液加入到
3. 0 mL 酪氨酸酶测活体系中，得到质量浓度分别为




丁标准品 13. 2 mg，用体积分数为 60% 乙醇溶液溶
解，配制质量浓度为 0. 528 mg /mL 的芦丁标准溶
液。分别准确吸取芦丁标准溶液 0、0. 4、0. 8、1. 2、
1. 6 和 2. 0 mL 置于 10 mL 容量瓶内，分别加入 2. 0、
1. 6、1. 2、0. 8、0. 4 和 0 mL 体积分数为 60% 乙醇溶
液; 在此体系中依次分别加入质量分数为 5%NaNO2
溶液 0. 5 mL ( 摇匀静置 6 min ) 、质量分数为 10%
Al( NO3 ) 3溶液 0. 5 mL ( 放置 6 min) 和质量分数为
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4%的 NaOH 溶液 4. 0 mL，最后用体积分数为 60%
乙醇溶液定容，摇匀后静置 15 min，于 510 nm 处测





以 0. 5 mmol /L 的 L-DOPA 为底物，在 0. 05 mol /L 磷
酸盐缓冲液( pH =6. 8) 的 3. 0 mL 酶测活体系中，先
加入 0. 1 mL 不同质量浓度的提取物溶液于比色杯
中，再加入 2. 8 mL 底物溶液和 0. 1 mL 蘑菇酪氨酸
酶溶液，立刻混匀，在 30 ℃ 恒温条件下测定 A475 随
时间的增长直线，从直线斜率即可求得二酚酶活
力，产物的消光系数( ε) 按 ε = 3 700 L / ( mol·cm) 计
算［13］。酶活力单位( U) 定义为每分钟催化 L-DOPA
氧化产生 1 μmol 产物的酶量。以相对酶活力对提
取物浓度作图，得到提取物的浓度效应曲线。
相对酶活力按式( 1) 计算。
相对酶活力 = Vs /Vc × 100% ( 1)
式中: Vc 为 对 照 组 ( 不 含 提 取 物 ) 的 酶 活 力
( OD475·min － 1 ) ，Vs为样品组( 含有不同质量浓度的提
取物) 的酶活力( OD475·min － 1 ) 。
1. 6 对酪氨酸酶二酚酶活力的抑制机制考察
在酶活力测定体系中，固定底物( L-DOPA) 浓










即酶反应初速率 = 1 000A475 /3. 7。通过 Lineweaver-
Burk 双倒数作图，比较酶催化反应的动力学参数，
包括表观米氏常数( Km ) 和最大反应速率( vmax ) 的变
化来判断抑制类型，并以直线斜率和纵轴截距对抑
制剂( 提取物) 浓度二次作图，求得对游离酶的抑制
常数( KI ) 和对酶 － 底物络合物的抑制常数( KIS ) 。
1. 7 体外抗氧化活性的测定
采用 1，1-二苯基-2-三硝基苯肼自由基( DPPH
·) 法测定天山花楸黄酮提取物清除 自 由 基 的 能
力［14］。在 3. 0 mL 测活体系中，依次加入 1. 0 mL
0. 1 mol /L 醋酸缓冲液 ( pH5. 5 ) ，1. 87 mL 无水乙
醇，0. 1 mL 3 mmol /L 的 DPPH·( 溶于乙醇) ，最后加
入 0. 03 mL 终质量浓度为 0 ～ 0. 525 mg /mL 的天山
花楸黄酮提取物溶液，立刻混匀，在 25 ℃恒温条件





以吸光度( A) 为纵坐标，芦丁质量浓度( ρ) 为横
坐标 绘 制 标 准 曲 线，得 到 线 性 回 归 方 程 A =
11. 425ρ － 0. 0179，相关系数 Ｒ = 0. 999 9，表明在






取天山花楸黄酮的最佳提取工艺为 6 g 天山花楸枝
条粉末，加入体积分数为 60% 的乙醇溶液 300 mL，
搅拌均匀后进行超声波处理，超声波功率为 200 W，









定相对酶活力，结果如图 1 所示。由图 1 可知: 天
山花楸黄 酮 提 取 物 导 致 酶 活 力 下 降 一 半 的 浓 度








示。由图 2 可知: 酶活力对酶量作图得到一组通过原
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图 1 天山花楸黄酮提取物对酪氨酸酶
二酚酶活力的影响
Fig. 1 Effect of flavonoid extract of Sorbus tianschanica




Fig. 2 Determination of the inhibitory mechanism of
flavonoid extract from Sorbus tianschanica

















( E) 结合，也能与酶-底物配位化合物( ES) 结合，但
抑制作用强度不同。以双倒数直线的斜率 ( 图 3
( b) ) 和纵轴截距( 图 3( c) ) 对天山花楸黄酮提取物
质量浓度二次作图，均为直线，分别求出天山花楸
黄酮 提 取 物 对 游 离 酶 的 抑 制 常 数 ( KI ) 为 0. 218
mg /mL和对酶-底物配位化合物的抑制常数( KIS ) 为




直线 1 ～ 5 代表天山花楸黄酮提取物的质量浓度分别为 0、0. 083、0. 167、0. 25 和 0. 333 mg /mL
图 3 天山花楸黄酮提取物对酪氨酸酶二酚酶的抑制类型和抑制常数的测定
Fig. 3 Detemination of inhibition type and inhibition constant of flavonoid extract from Sorbus
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提取物为对照，测定 DPPH·的相对活性，实验结果
见图 4。由图 4 可知: 导致 DPPH·活性下降一半的
天山花 楸 黄 酮 提 取 物 的 质 量 浓 度 ( IC50 ) 为 0. 18
mg /mL，同 时 测 定 了 阳 性 对 照 Vc 的 IC50 为 0. 021
mg /mL( 图 5) ，可见天山花楸黄酮提取物具有一定
的清除 DPPH·的能力。
图 4 天山花楸黄酮提取物的抗氧化活性
Fig. 4 Effect of flavonoid extract from Sorbus tianschanica
Ｒuper on activity of antioxidation
图 5 Vc的抗氧化活性
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